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Церулоплазмин (Cp) играет ключевую роль в обмене двух жизненно важных микро-
элементов – железа и меди, метаболические пути которых тесно связаны между со-
бой, а также с обменом цинка. Опухолевый рост часто сопровождается повышением 
концентрации Cp в крови, однако его роль в опухолевой прогрессии не вполне ясна. 
Цель исследования – сопоставление изменений концентрации Cp в сыворотке крови 
с концентрациями железа и цинка, а также провоспалительных цитокинов и липи-
дов в динамике опухолевого роста. Кроме того, изучали, как влияет на содержание 
Cp сульфат цинка, принимаемый с  питьевой водой. Работу проводили на  мышах 
C3HA, которым подкожно инокулировали клетки гепатомы 22а. Подъем Cp начи-
нался с 14-х суток синхронно с появлением центральных некрозов и повышением 
уровня триглицеридов в циркуляции. Повышение концентрации IL-6 в крови начи-
налось на 7-е сутки и могло служить триггером для развития острофазной реакции, 
выражающейся в  повышении синтеза Cp, развитии гипоферремии, гипоцинкемии 
и гипертриглицеридемии. Снижение содержания негемового железа в крови и пе-
чени развивалось позже, чем подъем Cp, это указывает на то, что дефицит железа 
не мог быть причиной повышения концентрации Cp на 14-е сутки, однако мог спо-
собствовать его поддержанию на  поздних сроках роста гепатомы. Прием сульфа-
та цинка нормализовал содержание железа и частично цинка в крови у животных 
с опухолями на 21-е сутки, но не влиял на концентрацию Cp. Обсуждается возмож-
ная протуморогенная роль Cp, которая связана не столько с его участием в обмене 
железа, сколько со способностью транспортировать медь в ткани. Мы предполагаем, 
что Cp является важным патогенетическим фактором, участвующим в обеспечении 
опухолей необходимыми липидными метаболитами, поскольку Cp совместно с IL-6 
может поддерживать процесс липолиза в жировой ткани, доставляя туда ионы меди.
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ВВЕДЕНИЕ

Церулоплазмин (Cp) является белком, сопровождающим опухолевый рост, и может 
использоваться для диагностики и прогноза при разных видах новообразований у че-
ловека, хотя его роль в опухолевой прогрессии не вполне ясна [1, 2]. Повышение его 
концентрации в  крови можно рассматривать по-разному: как реакцию белка острой 
фазы, как ответ на  гипоксию и окислительный стресс, а возможно, и  как следствие 
изменения содержания железа и меди в организме. 

Некоторые специалисты считают, что основной функцией растворимой формы Cp, 
находящейся в плазме крови, является его антиоксидативное действие, связанное со 
способностью удалять образующиеся при воспалении свободные радикалы кислоро-
да [3]. Того же мнения придерживаются ученые и в отношении роли Cp при опухоле-
вом росте, поскольку этот процесс также сопровождается развитием системного окис-
лительного стресса [4].

Однако не менее важным является участие Cp в обмене меди и железа. Cp явля-
ется одним из основных белков – переносчиков меди и доставляет этот важный ми-
кроэлемент не только нормальным, но и опухолевым тканям, способствуя опухолевой 
прогрессии [5]. Cp также обладает ферроксидазной активностью, переводя железо из 
Fe(II) в Fe(III), что необходимо для связывания с трансферрином, основным железо-
транспортным белком, и ферритином, выполняющим роль основного внутриклеточно-
го депо [3]. Cp активно участвует в мобилизации железа из систем внутриклеточного 
хранения и играет важную роль в поддержании баланса железа в организме. Известно, 
что пищевой дефицит железа у нормальных животных повышает синтез Cp через ак-
тивацию HIF-1α сигнального пути [6]. 

Обмен железа и меди в организме тесно взаимосвязан с еще одним микроэлемен-
том – цинком. Эти металлы могут проявлять конкурентные взаимоотношения на уров-
не всасывания, транспорта и встраивания в различные ферменты и транскрипционные 
факторы [7, 8]. Содержание животных на диете с повышенным содержанием цинка [9], 
так же как и избыточное употребление цинка пациентами [10], вызывает резкое сни-
жение активности Cp в крови, которое является следствием развития дефицита меди 
из-за подавления ее всасывания в  кишечнике. В  противоположном случае дефицит 
цинка в организме может также оказывать значимое влияние на содержание меди и ак-
тивность Cp у  животных  [11]. О  взаимосвязи цинка и  Cp свидетельствуют данные 
о том, что цинк может замещать ионы меди в лабильных сайтах связывания молекулы 
Cp [12]. Присутствие ионов цинка необходимо для осуществления одной из важней-
ших функций этого белка – переноса Fe(II), окисляемого Cp, на трансферрин [13]. 

Данные литературы указывают, что между тремя микроэлементами (Fe, Zn, Сu) 
и Cp существуют довольно сложные непрямолинейные взаимоотношения, и измене-
ния в содержании железа, меди или цинка в организме могут оказывать существенное 
влияние если не на синтез Cp, то на его ферментативную активность.

Cp является белком острой фазы, который синтезируется в печени под влиянием 
провоспалительных цитокинов TNF-α, IL-1β и IL-6 [3, 14]. Известно, что в ходе острой 
воспалительной реакции эти цитокины вызывают развитие гипоферремии [15] и гипо-
цинкемии [16, 17], которые могут оказывать влияние на функционирование Cp. 

Частью острофазного ответа является также гиперлипидемия, связанная со спо-
собностью провоспалительных цитокинов ингибировать липопротеинлипазу жировой 
ткани, подавлять липогенез и способствовать липолизу [18], а также увеличивать се-
крецию триглицеридов в печени [19, 20]. Имеются данные о том, что Cp связан с регу-
ляцией метаболических процессов в жировой ткани. Он синтезируется не только в пе-
чени, но и в жировой ткани, где контролирует синтез других адипокинов и оказывает 
противовоспалительное действие  [21]. Показано, что при метаболическом синдроме 
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повышенная концентрация Cp в образцах сыворотки крови ассоциирована с уровнем 
липидов и особенно триглицеридов [22].

Реакция острой фазы является ответом организма на повреждение тканей и разви-
вается обычно в течение первых 24–48 ч [23]. При опухолевом росте острое состояние 
может переходить в  хроническое воспаление вследствие циклического течения нео-
пластического процесса, при котором гипоксия и некроз сменяются новыми фазами 
пролиферации и ангиогенеза [24]. В результате рост многих опухолей сопровождается 
развитием системной воспалительной реакции с повышением в крови концентрации 
провоспалительных цитокинов и белков острой фазы [25], гиперлипидемией [26, 27], 
а также развитием дефицита железа и цинка [28, 29].

Целью настоящего исследования послужило сопоставление изменений концентрации 
Cp, активного по отношению к пара-фенилендиамину, в сыворотке крови животных с ря-
дом показателей, характеризующих метаболические нарушения и воспалительную реак-
цию, в динамике роста перевиваемой опухоли, а именно с концентрацией в крови железа 
и цинка, провоспалительных цитокинов (TNF-α и IL-6), а также холестерина и триглице-
ридов. Кроме того, содержание Cp было сопоставлено с концентрациями железа и цинка 
в сыворотке крови в условиях дополнительного приема цинка с питьевой водой.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работу проводили на мышах-самцах C3HA массой тела 16–18 г, полу-
ченных из питомника лабораторных животных “Рапполово” Национального исследо-
вательского центра “Курчатовский институт” (Санкт-Петербург, РФ). Животные нахо-
дились на  стандартной диете и получали сухой комбикорм ПК-120 (“Лабораткорм”, 
Москва, РФ), содержащий 22.5 мг цинка и 18 мг железа на кг корма. Мыши имели 
свободный доступ к еде и питьевой воде ad libitum. Световой режим день/ночь был 
установлен по 12 ч, температура в помещении – 22 °C.

Клеточные культуры. Культура клеток гепатомы 22а (MH-22a/МГ-22а) была полу-
чена из коллекции клеточных культур Института цитологии РАН. Клетки культивиро-
вали в среде DMEM (“Биолот”, РФ) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (HyClone, Великобритания), 0.1 мг/мл гентамицина (“Биолот”, Россия) и 0.6 мг/
мл глутамина (“Биолот”, РФ) при 5% CO2 и 37 °С.

Опухолевая модель. Для получения солидных опухолей животным подкожно ино-
кулировали в область спины 2×105 живых клеток гепатомы 22а в 0.2 мл забуференного 
физиологического раствора (PBS, “Биолот”, РФ). Контрольные животные получали 
инъекцию только PBS. Для изучения действия цинка животные с опухолями получали 
ad libitum питьевую воду с добавлением сульфата цинка (Sigma, США) в концентрации 
22 мкг/мл с первого дня после инокуляции клеток гепатомы 22а в течение всего пери-
ода эксперимента.

На 3-и, 7-е, 14-е, 21-е и 35-е сутки опухолевого роста анестезированных животных 
обескровливали и  в образцах сыворотки крови определяли содержание ряда факто-
ров для каждой мыши индивидуально. Опухолевые узлы измеряли циркулем в двух 
взаимно перпендикулярных направлениях и  вычисляли объем опухоли по формуле 
v = 0.4ab2, где a и b – наибольший и наименьший размеры опухоли соответственно. 
Кроме того, извлекали опухоль для гистологического анализа и печень для определе-
ния содержания железа. 

Для гистологического исследования опухолевые узлы фиксировали в 10%-ном рас-
творе нейтрального забуференного формалина и заключали в парафин. Срезы толщи-
ной 5  мкм окрашивали гематоксилин-эозином и  азур-II-эозином. Подсчет площади, 
занимаемой на срезе некротизированной и интактной тканью, проводили с помощью 
сетки Вейбеля на  50 точек при увеличении ×200 в  10 полях зрения с  вычислением 
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средней арифметической на одно поле зрения [30]. Поскольку соотношение площадей 
на срезе прямо пропорционально соотношению объемов, на рисунке указано соотно-
шение объемов. 

Определение содержания негемового железа в сыворотке крови и печени. Концент-
рацию железа определяли колориметрическим методом [31] с использованием хромо-
генного агента феррозина (Sigma-Aldrich, США). Гомогенаты печени приготавливали 
в деионизированной воде 1  : 10 (масса/объем) и смешивали с равным объемом рас-
твора, преципитирующего белки, состоящего из 1 M HCl (“Реахим”, РФ) и 10%-ной 
трихлоруксусной кислоты (“Реахим”, РФ). Пробы нагревали при 95 ºC в течение 1 ч, 
затем охлаждали до комнатной температуры и центрифугировали при 8200 g в течение 
10 мин. После этого 30 мкл супернатанта смешивали с 30 мкл хромогенного субстрата, 
состоящего из 0.508 мМ феррозина, 1.5 M ацетата натрия (Amresco, США) и 1.5%-
ной тиогликолевой кислоты (Sigma-Aldrich, США); в контрольные пробы феррозин не 
добавляли. Через 30 мин оптическую плотность раствора измеряли с помощью микро-
планшетного спектрофотометра (ClarioStar, BMG Labtech, Германия) при длине волны 
562 нм. Построение калибровочных кривых проводили в день эксперимента с исполь-
зованием в качестве стандарта 0–20 мкг/мл железа в виде раствора NH4Fe(SO4)2·12 H2O 
(Sigma-Aldrich, США) в 0.4 M натрий-ацетатном буфере, pH 5.5. 

Содержание общего цинка в  образцах сыворотки крови определяли с  помощью 
метода атомно-абсорбционной спектрометрии. Образцы растворяли в  двух объемах 
азотной кислоты (“Реахим”, РФ) и проводили измерение по отношению к стандарт-
ным растворам цинка (Центр стандартных образцов и высокочистых веществ, Санкт-
Петербург, Россия) с помощью спектрометра ZEEnit 650P (Analytik Jena, Германия). 

Содержание липидов в  сыворотке крови  – общего холестерина и  триглицеридов 
проводили на аутоанализаторе Keysys (Boehringer Mannheim).

Концентрацию цитокинов в сыворотке крови определяли с помощью иммунофер-
ментного метода с  использованием коммерческих наборов для определения TNF-a 
и IL-6 мыши (Titerzyme, Advanced Magnetics; R&D Systems, Великобритания). 

Концентрацию Cp в сыворотке крови определяли путем измерения его оксидазной 
активности с  пара-фенилендиамином в  микропланшетах  [32]. Десять микролитров 
образца сыворотки или калибровочного Cp (0.005–1.4 мг/мл) вносили в лунки 96-лу-
ночного планшета, а затем добавляли 0.24 мл свежеприготовленного 0.2%-ного раство-
ра дигидрохлорида пара-фенилендиамина в 0.4 М натрий-ацетатном буфере (рН 5.5). 
Измерение при длине волны A530 проводилось немедленно с помощью микропланшет-
ного ридера ClarioStar (BMG Labtech, Ортенберг, Германия). Через 30 мин инкубации 
при 37 °C снова измеряли при длине волны 530 нм. Расчет содержания Cp в тестируе-
мых образцах сыворотки крови проводили по калибровочному графику с использова-
нием очищенного Cp, полученного из сыворотки крови мыши [33].

Статистическую обработку результатов проводили в программе Statistica 13.0 с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия считали статистически значимыми при 
p ≤ 0.05. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Морфологическая характеристика опухолевого роста. Гепатома 22а – слабоимму-
ногенная неметастазирующая опухоль с умеренной степенью дифференцировки [34]. 
На 7-е сутки после подкожной инокуляции появлялось пальпируемое через кожу обра-
зование диаметром 2–3 мм. На 14-е сутки диаметр опухоли составлял приблизительно 
10 мм. С этого времени наблюдался период быстрого роста (14–21-е сутки), к концу 
которого опухоль достигала в размере 20 мм, после чего наступал период замедления 
ее роста (28–35-е сутки). 
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При гистологическом исследовании ткань гепатомы 22а на 7-е сутки характеризо-
валась максимально выраженной лимфоидной инфильтрацией по периферии опухоле-
вого узла и началом неоваскуляризации. На 14-е сутки ткань гепатомы окончательно 
формировалась – опухоль состояла из более однородных, чем на предыдущих сроках 
исследования, плотно расположенных клеток, имеющих сходство с  печеночными. 
В центральных отделах опухоли впервые на этом сроке появлялись небольшие множе-
ственные рассеянные очаги некроза, часто располагающиеся вблизи сосудов. На этом 
сроке исследования площадь некрозов на срезах составляла 3% (рис. 1a).

На 21-е сутки площадь, занимаемая некрозами, существенно увеличивалась и  за-
нимала уже около 10% площади среза. Встречались мелкие и более крупные сливные 
очаги некроза, часто с кровоизлияниями. Более старые очаги некроза были гомогенны, 
в сосудах отмечались тромбы, встречались ксантомные клетки. На 28-е и 35-е сутки пло-
щадь некрозов прогрессивно увеличивалась и составляла соответственно 44 и 68% от 
площади среза. Выявлялись все фазы некроза, однако преобладали крупные гомогенные 
очаги мертвой ткани с фестончатыми краями. Среди участков некроза вокруг сосудов 
можно было видеть небольшие островки сохранившейся опухолевой ткани. Несмотря 
на распространенность некроза, в сохранившейся паренхиме отмечалось значительное 
количество митозов. Лимфоидная инфильтрация в окружающей ткани не выявлялась, но 
сохранялось значительное количество тучных клеток на периферии опухолевого узла. 

Рис. 1. Динамика развития центральных некрозов в опухоли (а) и влияние опухолевого роста на концент-
рацию церулоплазмина (b) и IL-6 (с) в сыворотке крови. По оси ординат: (а) – объем опухоли, cm3; кривы-
ми обозначены площади, занимаемые жизнеспособной (светло-серый) и некротизированной (темно-серый) 
тканью опухоли на гистологических срезах в процентах от общего объема (в 10 полях зрения с вычислением 
средней для каждой мыши, n = 4); (b) – концентрация церулоплазмина в сыворотке крови, mg/dl, n = 6–15; 
(c) – концентрация IL-6 в сыворотке крови, pg/ml, n = 5–11. По оси абсцисс – дни после инокуляции опухоли, 
сутки. Обозначения: 1 – контрольные животные, 2 – мыши с гепатомой 22а. Здесь и далее данные представ-
лены в виде средней величины и ошибки среднего (M ± SEM), звездочками обозначены достоверные разли-
чия между опухолевой (2) и контрольной (1) группами животных: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001. 
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Влияние роста гепатомы 22а на концентрацию Cp и цитокинов в сыворотке кро-
ви. Концентрация Cp в образцах сыворотки крови мышей с гепатомой 22а была повы-
шена, начиная с 14-х суток после инокуляции клеток опухоли (рис. 1b), что совпадало 
во времени с появлением некрозов в опухоли (рис. 1a). 

Поскольку известно, что опухолевые клетки сами могут синтезировать Cp [1, 2], 
исследовали его присутствие в 48-часовых надосадках культур клеток гепатомы 22а. 
Результаты анализа показали, что клетки опухоли в культуре Cp не продуцируют. Сле-
довательно, подъем уровня этого фактора в крови обусловлен его синтезом нормаль-
ными клетками организма.

При исследовании содержания провоспалительных цитокинов в сыворотке крови 
мышей с гепатомой 22а оказалось, что TNF-α на всех сроках исследования с 3-х по 35-е 
сутки не выявлялся. Концентрация IL-6 повышалась, начиная с  7-х суток, достигая 
пика на 21-е сутки, и затем снижалась на более поздних сроках исследования (рис. 1c). 
Если сравнивать динамику изменений IL-6 и Cp, то они во времени не совпадали. Так, 
содержание IL-6 начинало повышаться на неделю раньше, чем Cp, а на 28–35-е сутки 
концентрация цитокина значительно снижалась, в  то время как содержание церуло-
плазмина оставалось повышенным приблизительно на том же уровне.

Поскольку известно, что опухолевые клетки могут сами синтезировать провоспа-
лительные цитокины, в частности IL-6 [35], исследовали их присутствие в 48-часовых 
надосадках культур клеток гепатомы 22а. Результаты анализа показали, что клетки 
опухоли в культуре не продуцируют ни IL-6, ни TNF-α.

Влияние роста гепатомы 22а на содержание липидов в сыворотке крови. Посколь-
ку известно, что IL-6 повышает синтез жирных кислот и холестерина в печени, а также 
концентрацию триглицеридов в сыворотке крови животных с перевиваемой фибросар-
комой [36], нами была исследована динамика содержания триглицеридов и холестери-
на в сыворотке крови мышей с гепатомой 22а. Результаты представлены на рис. 2a, b. 
Уровень триглицеридов повышался, начиная с 14-х суток, а холестерина – с 21-х суток 
после инокуляции опухолевых клеток. Динамика изменений содержания триглицери-
дов в крови была аналогична изменениям концентрации Cp.

Рис. 2. Влияние опухолевого роста на концентрацию липидов в сыворотке крови. По оси ординат: (а) – со-
держание триглицеридов, mM; (b) – содержание общего холестерина, mM, 1 – у контрольных животных, 
2 – у мышей с гепатомой 22а. В каждой группе 8–10 мышей. По оси абсцисс – время после инокуляции 
гепатомы 22а, сутки. 

Влияние роста гепатомы 22а на содержание микроэлементов. Снижение концен-
трации негемового железа в  сыворотке крови мышей-опухоленосителей наблюдали, 
начиная с 21-х суток после инокуляции клеток опухоли (рис. 3a), т.е. на неделю позже, 
чем регистрировали повышение концентрации Cp. 
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Рис. 3. Влияние опухолевого роста на содержание цинка и негемового железа в сыворотке крови, а также 
железа в печени. По оси ординат: концентрация железа (a) и цинка (b) в сыворотке крови, µg/dL; (с) – со-
держание железа в печени, µg/g сырой ткани; (d) – содержание железа в печени в расчете на орган, µg/organ, 
1 – у контрольных мышей и 2 – у мышей с гепатомой 22а. В каждой группе 15–20 мышей. По оси абсцисс – 
время после инокуляции гепатомы 22а, сутки. 

Поскольку известно, что Cp способствует выходу железа из депо [3], а основным 
депо является печень, была изучена динамика изменений содержания железа в пече-
ни. Было показано, что при расчете содержания негемового железа на единицу мас-
сы печени на 14-е сутки наблюдали незначительное повышение, а начиная с 21-х су-
ток – снижение этого показателя (рис. 3c). При расчете содержания негемового железа 
на весь орган содержание железа в печени существенно не изменялось по сравнению 
с этими же показателями у контрольных мышей (рис. 3d). 

Таким образом, начало повышения концентрации Cp в  сыворотке крови мышей 
с гепатомой 22а не совпадало во времени с изменениями содержания железа в сыво-
ротке крови и печени. 

Концентрация цинка в сыворотке крови мышей с гепатомой 22а, так же как и кон-
центрация железа, снижалась, начиная с 21-х суток (рис. 3b). 

Влияние дополнительного приема сульфата цинка на концентрацию металлов и Cp 
в сыворотке крови мышей с гепатомой 22а. Для того чтобы ответить на вопрос, могут 
ли изменения концентрации цинка и железа в крови повлиять на концентрацию Cp, 
были поставлены модельные эксперименты, в которых в качестве воздействия на со-
держание микроэлементов был использован дополнительный прием соли цинка. В ли-
тературе описано, что таким способом в сыворотке крови можно существенно изме-
нить уровень содержания цинка, железа [37], меди [38], а также активности Cp [9, 38].

Как показано на рис. 4а, концентрация эндогенного цинка у животных, получавших 
сульфат цинка, повышалась по сравнению с мышами-опухоленосителями, цинка не по-
лучавшими, но не достигала контрольного уровня (рис. 4a). В то же время сниженная 
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концентрация негемового железа в сыворотке крови мышей с  гепатомой 22а полно-
стью восстанавливалась до контрольного уровня (рис. 4b). При этом дополнительный 
прием цинка в концентрации 22 мкг/мл с питьевой водой не влиял на содержание Cp, 
которое оставалось повышенным (рис. 4c). 

Концентрация сульфата цинка, добавляемого к питьевой воде (22 мкг/мл), была по-
добрана нами ранее [39]. Она соответствует нормальному содержанию цинка в корме 
и  принятым международным стандартам  [40]. Тем самым животные получали дозу 
цинка, в два раза большую, чем физиологическая (с кормом и дополнительно с питье-
вой водой). При увеличении концентрации до 66 мкг/мл (в 3 раза больше, чем в конт
роле) также не было получено существенного влияния принимаемого цинка на актив-
ность Cp, которая стала даже выше по сравнению с показателями у мышей с гепатомой, 
принимавших сульфат цинка в концентрации 22 мкг/мл (рис. 4c). 

Таким образом, повышенный уровень концентрации Cp в сыворотке крови мышей 
с гепатомой 22а не был связан с концентрациями железа и цинка в крови как у мышей, 
получавших сульфат цинка в диапазоне 11–66 мкг/мл с питьевой водой, так и у живот-
ных с опухолями без приема цинка.

Рис. 4. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21-х суток на концентрацию эндогенно-
го цинка, негемового железа и церулоплазмина в сыворотке крови. По оси ординат: концентрация (а) – цинка, 
μg/dL, (b) – железа, μg/dL и (c) – церулоплазмина, mg/dl, в сыворотке крови животных. По оси абсцисс – груп-
пы животных. Обозначения: C (Control) – контрольные животные; Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а; 
Hep+Zn11, Hep+Zn22 и Hep+Zn66 – мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка в концентрациях 11, 
22 или 66 мкг/мл с питьевой водой соответственно. В каждой группе 15–20 мышей. Звездочками обозначены 
достоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе контрольных животных (C).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Cp, как и другой белок острой фазы, С-реактивный белок, принадлежит к числу 
патологических маркеров прогрессии опухолевого роста  [41, 42]. Концентрация Cp 
в крови повышена при росте многих опухолей [2, 4], и в ряде случаев эти показатели 
коррелируют с плохим прогнозом и неэффективным ответом на лучевую [43] и хими-
отерапию [42]. 

Хотя это не характерно для гепатомы 22а, многие опухолевые клетки могут сами 
синтезировать Cp, что является нежелательным фактором. Так, показано, что у больных 
раком почки и легкого выраженность экспрессии Cp в опухолевой ткани коррелирует 
с  неблагоприятным прогнозом, смертельным исходом и  раковой прогрессией  [1,  2]. 
Установлена связь между высокой экспрессией Cp в опухолях легкого и активацией 
неоангиогенеза [44], а также выявлена способность Cp стимулировать инвазию клеток 
рака почки in vitro [1]. 

Приведенные данные литературы позволили нам предположить, что Cp является не 
просто индикатором воспаления – белком, сопровождающим опухолевый рост, а пато-
генетическим фактором, участвующим в метаболической перестройке организма, спо-
собствующей прогрессированию заболевания. В связи с этим мы сопоставили измене-
ния концентрации Cp в сыворотке крови с рядом других системных метаболических 
показателей в динамике роста перевиваемой опухоли гепатомы 22а.

Известно, что концентрация Cp в сыворотке крови значительно возрастает не толь-
ко при опухолевом росте, но и при любых инфекционных и неинфекционных воспа-
лительных процессах, сопровождающихся деструктивными и некротическими изме-
нениями в тканях [4]. Поскольку для роста солидных опухолей характерно развитие 
центральных некрозов, нами были изучены время их появления и дальнейшее разви-
тие при помощи гистологического исследования срезов гепатомы 22а. Оказалось, что 
появление некрозов совпадало во времени с повышением концентрации активного Cp, 
которое отражало их дальнейшую прогрессию в динамике роста опухоли. Синхронно 
с этими двумя показателями регистрировали увеличение содержания триглицеридов 
в сыворотке крови.

Поскольку дефицит железа  [6] у  нормальных животных может существенным 
образом влиять на активность Cp в сыворотке крови, мы сопоставили динамику содер-
жания Cp с содержанием этого микроэлемента в крови и печени. Повышение Cp на-
чиналось на неделю раньше, чем развивалось снижение концентрации железа в крови 
и печени, это свидетельствует о том, что дефицит этого металла не мог служить при-
чиной повышения содержания Cp на раннем этапе (14 суток). Прием сульфата цинка 
нормализовал сниженное содержание негемового железа в крови и, как показано было 
ранее, также и в печени на 21-е сутки роста гепатомы 22а [45], что никак не повлияло 
на концентрацию Cp в циркуляции. Полученные результаты указывают на отсутствие 
прямой связи между концентрацией железа и содержанием Cp в сыворотке крови у жи-
вотных с опухолями, что согласуется с данными других авторов. Так, было показано, 
что повышение содержания Cp при росте опухолей печени у мышей может происхо-
дить на фоне нормальной концентрации железа в сыворотке крови [46, 47]. 

Однако развитие гепатомегалии на 28-е, 35-е сутки [45], сопровождающееся даль-
нейшим снижением содержания железа в печени, можно рассматривать как возмож-
ную причину поддержания повышенного синтеза Cp в печени вследствие развития ги-
поксии и активации HIF-1α сигнального пути. Активация последнего происходит при 
дефиците железа, который определяет стабилизацию HIF-1α. 

Следовательно, дефицит железа не мог быть причиной повышения концентрации 
Cp в крови на раннем этапе опухолевого роста, однако, возможно, имел отношение 
к поддержанию синтеза Cp в печени на более поздних сроках исследования.
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Кроме того, были проведены эксперименты, приводившие к подъему сниженной 
концентрации цинка в крови животных с гепатомой 22а при помощи дополнительного 
приема сульфата цинка. Мы предположили, что это может повлиять на содержание Cp 
в  сыворотке крови, чего, однако, не произошло. Даже трехкратное увеличение кон-
центрации принимаемого сульфата цинка по сравнению с физиологической дозой не 
привело к существенным изменениям показателя Cp. Для сравнения: в работе Labbe 
с  соавт. приводятся данные о  влиянии повышающихся концентраций цинка в  диете 
животных на активность Cp в образцах сыворотки крови. Было показано, что, начи-
ная с концентрации соли цинка, в 4 раза превышающей его стандартное содержание, 
у крыс наблюдается снижение активности Cp [9]. В другой работе было показано, что 
у крыс, также содержавшихся на диете с повышенным содержанием цинка, снижение 
активности Cp было следствием развития дефицита меди в организме, а внутрибрю-
шинное введение сульфата меди восстанавливало активность сывороточного Cp [38]. 

Можно предположить, что мы не наблюдали снижения содержания Cp вследствие 
недостаточной концентрации принимаемого сульфата цинка. Возможно, поэтому, как 
показано нами ранее, сульфат цинка в этих концентрациях не тормозил роста самой 
опухоли гепатомы 22а [39]. Однако следует учесть и тот факт, что авторы вышеприве-
денных работ изучали влияние цинка в организме нормальных неопухолевых живот-
ных, что существенно отличается от наших исследований. Кроме того, у мышей и крыс 
имеются видоспецифические различия, касающиеся как содержания Cp в циркуляции, 
так и его участия в транспорте меди [48]. Для оценки эффективности применения суль-
фата цинка в больших дозировках у мышей с опухолями необходимы дополнительные 
исследования.

При выяснении возможной связи подъема Cp с содержанием провоспалительных 
цитокинов у мышей с гепатомой 22а (без приема сульфата цинка) оказалось, что рост 
опухоли сопровождался существенным возрастанием концентрации IL-6 в сыворотке 
крови. Из данных литературы известно, что этот цитокин вызывает активацию синтеза 
Cp в печени [14] и способствует снижению содержания железа [15] и цинка [16].

Гипертриглицеридемия также может быть следствием повышенного уровня IL-
6, который усиливает секрецию триглицеридов в печени и стимулирует в ней синтез 
жирных кислот и холестерина  [19, 20]. IL-6 стимулирует липолиз в жировой ткани, 
в результате чего триглицериды жировой ткани гидролизуются на свободные жирные 
кислоты и глицерин [19]. При этом часть свободных жирных кислот будет поступать 
в печень и реэстерифицироваться обратно в триглицериды, продукция которых увели-
чится [49]. 

Поскольку изменения концентрации IL-6 в  сыворотке крови мышей с  гепатомой 
22а были самыми ранними, можно предположить, что именно этот цитокин являлся 
триггером всех последующих изменений: повышения концентрации Cp и триглицери-
дов, а также развития гипоферремии и гипоцинкемии. 

При этом следует отметить, что динамические профили Cp и IL-6 при росте гепа-
томы 22а не совпадают: уровень Cp выходит на плато, а концентрация IL-6 достигает 
максимума на  21-е сутки и  затем снижается. Можно предположить, что на  поздних 
сроках роста опухоли повышенный синтез Cp поддерживается за счет активации дру-
гих провоспалительных цитокинов (например, IL-1β), развития гипоксии и дефицита 
железа в печени или участия еще неидентифицированных гуморальных факторов, свя-
занных с некрозами, тромбозами и другими проявлениями аномального роста солид-
ных опухолей.

По данным литературы, метаболические изменения, вызванные цитокином IL-6, 
включая повышение его собственного уровня, неблагоприятно сказываются на  те-
чении процесса у  онкологических больных. Так, подъем IL-6 в  крови коррелирует 
с плохим прогнозом, агрессивным течением [50], снижением выживаемости и рези-
стентностью к проводимой химио- и рентгенотерапии [51]. IL-6 не только оказывает 
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негативное влияние на обменные процессы, но также может являться непосредствен-
но ростовым фактором для опухолей и активатором неоангиогенеза  [35]. Связанные 
с воспалительной реакцией дефициты железа [26] и цинка [27, 52] у больных раком 
могут оказывать неблагоприятное влияние на проводимую терапию и выживаемость. 
Показано, что дефицит этих двух жизненно важных микроэлементов может приводить 
к нарушениям иммунной защиты и снижению способности организма сопротивляться 
инфекциям [17, 53].

Гипертриглицеридемия и гиперхолестеринемия также являются неблагоприятны-
ми прогностическими факторами у онкологических больных [54–56]. Триглицериды, 
как и  холестерин, необходимы для размножения раковых клеток и  аккумулируются 
в опухолевой ткани [57]. Повышение концентрации свободных жирных кислот в плаз-
ме крови может оказывать протуморогенный эффект, поскольку они являются источни-
ком энергии для пролиферирующих клеток в результате β-окисления [58].

Известно, что Cp является одним из основных транспортных белков, доставляю-
щих медь в различные органы и ткани, в том числе и в жировую ткань [59], а повышен-
ное содержание меди в жировой ткани способствует процессу липолиза [56]. Исходя 
из этого, можно предположить, что Cp принимает непосредственное участие в поддер-
жании процесса липолиза в жировой ткани и связанного с ним обеспечения опухолей 
необходимыми для их роста липидными метаболитами.

Полученные результаты и данные литературы позволяют сформулировать следую-
щую гипотезу. Циркулирующий Cp является важным патогенетическим фактором при 
росте гепатомы 22а и  участвует в  метаболическом перепрограммировании организ-
ма, вызванном ее ростом. Cp обеспечивает метаболические запросы растущего ново-
образования по крайней мере двумя путями – прямо, доставляя медь непосредственно 
в опухоль, и косвенно – активируя процесс липолиза в жировой ткани (рис. 5). Синтез 
Cp индуцируется в печени под влиянием IL-6 в ответ на появление центральных не-
крозов в опухоли. IL-6 активирует процесс липолиза в жировой ткани и способствует 
развитию гиперлипидемии. IL-6 также вызывает развитие гипоферремии и гипоцинке-
мии, которые, однако, не имеют существенного влияния на Cp. Его протуморогенная 
роль при росте гепатомы 22а связана не столько с его участием в обмене железа и про-
явлением ферроксидазной активности, сколько с его способностью транспортировать 
медь в ткани. Доставляя этот микроэлемент в жировую ткань, циркулирующий Cp сов-
местно с IL-6 участвует в поддержании процесса липолиза. 

Из литературы известно, что Cp играет важную роль в обеспечении медью также 
и опухолевых клеток [5, 60]. Этот микроэлемент является критическим лимитирую-
щим нутриентом для опухолевой прогрессии. Раковые клетки требуют повышенного 
уровня меди, чтобы покрыть свои энергетические потребности для быстрого роста 
и метастазирования. Кроме того, медь играет ключевую роль в стимуляции опухолево-
го неоангиогенеза на различных уровнях, включая синтез многих ангиогенных факто-
ров и их взаимодействие с эндотелиальными клетками [60]. Концентрация меди в кро-
ви увеличена при росте многих опухолей, и в некоторых случаях ее повышение может 
являться неблагоприятным прогностическим признаком [61, 62]. 

На этом основании для лечения опухолей разрабатываются различные стратегии по 
созданию медикаментозного дефицита меди в организме. Проводятся эксперименталь-
ные и клинические исследования по применению различных хелаторов меди, таких 
как тетратиомолибдат, пеницилламин и  триентин  [60, 63]. Имеются положительные 
результаты по применению в качестве антагониста меди наночастиц серебра у мышей 
с карциномой Эрлиха [64]. 

Во всех этих исследованиях для подбора доз хелаторов и длительности проводи-
мой терапии в качестве суррогатного маркера уровня содержания меди в организме 
используют Cp крови. Его синтез и  ферментативная активность очень чувствитель-
ны к изменениям содержания меди в организме: повышение резервов меди в печени 
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приводит к увеличению концентрации Cp, а дефицит меди вызывает сначала сниже-
ние его ферментативной активности, а затем и синтеза [65]. Поэтому считается, что 
снижение содержания Cp в циркуляции служит биологическим маркером системного 
дефицита меди и хорошо отражает степень биодоступности меди для опухоли  [60]. 
Учитывая, что в нашем исследовании измерялась концентрация ферментативно актив-
ного Cp (окисление пара-фенилендиамина зависит от связывания Cp с медью), можно 
с осторожностью предположить, что увеличение концентрации активного Cp при ро-
сте гепатомы 22а будет способствовать доставке меди в опухоль.

Для снижения содержания меди при росте опухолей можно также использовать 
и препараты цинка [63], причем они, в отличие от хелаторов, не обладают токсичностью 

Рис. 5. Гипотетическая схема системных метаболических изменений при росте гепатомы 22а у мышей. Цир-
кулирующий Cp является важным патогенетическим фактором опухолевого роста и вносит существенный 
вклад в обеспечение метаболических запросов растущей опухоли. Cp участвует в этом напрямую – путем 
доставки в опухоль меди и косвенно – через мобилизацию липидов. Появление центральных некрозов в опу-
холи стимулирует синтез провоспалительного цитокина IL-6, который инициирует синтез Cp в печени, раз-
витие гипоцинкемии и  гипоферремии, а  также усиливает пролиферацию и  ангиогенез в  самой опухоли. 
Кроме того, IL-6 стимулирует липолиз в жировой ткани, синтез жирных кислот и холестерина в печени, 
секрецию триглицеридов. Cp транспортирует медь в жировую ткань, способствуя липолизу. Гиперлипиде-
мия оказывает протуморогенный эффект, поскольку холестерин и жирные кислоты являются важными ме-
таболитами, обеспечивающими опухолевый рост. Cp доставляет в опухоль медь, которая необходима для 
пролиферации и новообразования сосудов. Обозначения: Cp – церулоплазмин, TG – триглицериды, FFA – 
свободные жирные кислоты, ↑  – повышение. 
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и имеют минимальные побочные эффекты [66]. Прием солей цинка уже более 30 лет 
используется в  разных странах в  качестве антимедного агента для лечения болезни 
Вильсона – Коновалова, характеризующейся избыточным содержанием меди в орга-
низме  [66]. Механизм действия цинка хорошо известен и  заключается в  активации 
металлотионеинов, которые блокируют всасывание меди, поступающей из пищи, в ки-
шечном эпителии и тем самым снижают содержание свободной, не связанной с Cp, 
меди в крови и способствуют уменьшению запасов меди в органах. 

Было показано, что внутрибрюшинное введение сульфата цинка крысам с канце-
роген-индуцированными опухолями молочных желез нормализует повышенную кон-
центрацию меди в  крови. При этом в  организме животных достигается еще целый 
ряд положительных эффектов, таких как устранение гипоцинкемии и гипоферремии, 
уменьшение синтеза IL-6 и показателей окислительного стресса [37], что делает этот 
способ лечения весьма перспективным в качестве дополнения к основной противоо-
пухолевой терапии. 

Кроме того, важной особенностью солей цинка является их способность влиять 
на состояние гипоксии в опухолях, которое характерно для быстрорастущих солидных 
неоплазм и обуславливает их резистентность к проводимой химио- и рентгенотерапии. 
Было показано, что пероральное применение хлорида цинка у мышей с глиобласто-
мой вызывает подавление HIF-1α и ангиогенеза в опухолевой ткани [67]. Поскольку 
и сам Cp также может выступать в роли активатора HIF-1α и HIF-2α в нормальных [68] 
и опухолевых тканях [44, 69], можно предположить, что применение солей цинка будет 
проявлять антагонистический эффект по отношению к Cp и нивелировать его негатив-
ное влияние на опухолевый рост. Дальнейшие исследования помогут выявить новые 
особенности действия солей цинка и их применения в качестве дополнительных про-
тивоопухолевых препаратов для нормализации метаболических нарушений, способст-
вующих опухолевому росту.
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Ceruloplasmin (Cp), plays a  key role in metabolism of two vital trace elements  – iron 
and copper, whose metabolic pathways are closely related to each other as well as to zinc 
uptake. Increased concentration of Cp usually follows tumor growth, but its role in tumor 
progression is not clear. The aim of the study was to compare the changes of Cp concentration 
in blood serum with iron and zinc content as well as with concentrations of proinflammatory 
cytokines and lipids in the dynamics of tumor growth. Additionally, Cp concentration was 
studied in mice supplemented with zinc sulphate in drinking water. The study was performed 
in C3HA mice, which were subcutaneously inoculated with hepatoma 22a cells. Serum 
Cp increased from 14th day after tumor inoculation simultaneously with the appearence 
of central necrosis in the tumor and elevation of serum triglycerides. The growth of blood 
IL-6 concentration began from 7th day and could possibly trigger the acute phase reaction 
expressed in increase in Cp synthesis and the development of hypoferremia, hypozincemia 
and hypertriglyceridemia. The content of non-heme iron in blood and liver decreased later 
than Cp up-regulation. This indicates that iron deficiency was not the cause of Cp increase on 
14th day, but could support it at later stages of tumor growth. Zinc sulphate supplementation 
returned non-heme iron content and partly returned zinc concentration in the blood of mice 
on 21st day, but did not influence the concentration of Cp. It is discussed that the possible 
protumoral role of Cp is related not as much to iron metabolism as to its ability to transport 
copper to tissues. We hypothesize that serum Cp is an important pathogenetic factor that 
participates in supplementation of tumors with necessary lipid metabolites since Cp, together 
with IL-6, can possibly support lipolysis in adipose tissue, delivering copper ions there. 

Keywords: ceruloplasmin, hepatoma 22а, IL-6, hypoferremia, triglycerides, tumor 
necrosis, zinc sulphate


